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RESUMO: A sericicultura ¢ uma importante atividade agroindustrial no Brasil, sendo o Estado do Parana responsavel por
aproximadamente 90% de toda a producdo nacional. A localizagdo de marcadores genéticos para o bicho-da-seda (Bombyx
mori L.) € importante para a diferenciagao intra e interespecifica e para o uso em melhoramento genético da espécie, sendo
0 DNA mitocondrial (DNAmt) um dos marcadores genéticos mais utilizados no estudo de insetos. O objetivo deste trabalho
foi amplificar a regido controle do DNA mitocondrial de quatro ragas de Bombyx mori, pela técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR). Obteve-se a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 750 pb referente a regido controle, demons-
trando a eficiéncia da metodologia empregada para a amplificagdo desta regido especifica do DNAmt de Bombyx mori.
PALAVRAS-CHAVE: Bombyx mori. Bicho-da-Seda. Lepidoptera. Regido Controle. DNA Mitocondrial.

Bombyx mori MITOCONDRIAL DNA CONTROL REGION AMPLIFICATION BY PCR

ABSTRACT: Sericulture is an important agro industrial activity in Brazil, mainly in Parana State, that is responsible for 90%
of the national production. For the genetic improvement of silkworm (Bombyx mori L.), it is necessary to develop techniques
to amplify molecular markers in order to use it on genetic analysis. Mitochondrial DNA (mtDNA) has been widely used as
a molecular marker for insects and provides suitable markers for studies on genetic variability and molecular characteriza-
tion. The control region is the major non-coding region of animal mtDNA and has been responsible for providing important
evolutionary data about many insect groups. The aim of this paper was to amplify the mtDNA control region of four Bombyx
mori strains by polymerase chain reaction (PCR). A 750 bp fragment including the control region was amplified showing the
efficiency of the methodology to amplify specific regions of the Bombyx mori mtDNA.
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AMPLIFICACION POR PCR DE LA REGION CONTROL DEL DNA MITOCONDRIAL DE RAZAS DE
Bombyx mori

RESUMEN: La sericicultura es una importante actividad agroindustrial en Brasil, siendo el Estado del Parana responsable
por aproximadamente 90% de toda la produccion nacional. La localizacion de marcadores genéticos para el gusano de seda
(Bombyx mori L.) es importante para la diferenciacion intra e interespecifica y para el uso en mejoramiento genético de la
especie, siendo el DNA mitocondrial (DNAmt) uno de los marcadores genéticos mas utilizados en el estudio de insectos.
El objetivo de esta investigacion fue amplificar la region control del DNA mitocondrial de cuatro razas de Bombyx mori,
por la técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR). Se obtuvo la amplificacion de un fragmento de aproximadamente 750
pb referente a la region control, demostrando la eficiencia de la metodologia empleada para la amplificacion de esta region
especifica del DNAmt de Bombyx mori.

PALABRAS CLAVE: Bombyx mori. Gusano de Seda. Lepdoptera. Region Control. DNA Mitocondrial.

'Bidloga. Universidade Paranaense. E-mail: lileacea@yahoo.com.br

’Bidloga. Doutora em Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Maringa. E-mail jupbravo@gmail.com.

3Profa. MSc. Adjunta do Curso de Farmécia da Universidade Paranaense, Laboratorio de Biologia Molecular. Pga Mascarenhas de Moraes, 4282,
Umuarama — PR, CEP 87.502-210. E-mail: jsvalle@unipar.br.

*Prof. MSc. Adjunto do Curso de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Paranaense, Laboratorio de Biologia Molecular. Pca Mascarenhas de Moraes,
4282, Umuarama — PR, CEP 87.502-210. E-mail:Isgasques@unipar.br.

Prof. Dra. Adjunta do Curso de Farmacia da Universidade Paranaense, Laboratorio de Biologia Molecular. Praga Mascarenhas de Moraes 4282,
Umuarama — PR, CEP 87.502-210. E-mail: gianilinde@unipar.br

®Profa. Dra. Associada do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Biologia Celular e Genética. Av. Colombo,
5790, Jd. Universitario, Maringa — PR, CEP 87.020-900. E-mail: mafernandez@uem.br

"Prof. Dr. Titular do Curso de Ciéncias Biologicas da Universidade Paranaense, Laboratério de Biologia Molecular. Praga Mascarenhas de Moraes 4282,
Umuarama — PR, CEP 87.502-210. E-mail: nbc@unipar.br

Arq. Cién. Vet. Zool. Unipar, Umuarama, v.11, n.1, p. 15-19, jan./jun. 2008



16 Amplificagdo por PCR da Regido...

Introducao

A sericicultura ¢ uma importante atividade agroin-
dustrial no Brasil, sendo o Estado do Parana responsavel por
aproximadamente 90% de toda a produgdo nacional (SEAB,
2008). Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae), popular
bicho-da-seda, ¢ um inseto que se alimenta exclusivamente
das folhas da amoreira e tem como principal caracteristica a
capacidade de sintese da proteina da seda (BRANCALHAO
et al., 2002) e, por esse motivo, encontra-se domesticado
ha mais de cinco mil anos (NAGARAJU; GOLDSMITH,
2002).

O bicho-da-seda pode ser classificado, de acordo
com sua origem geografica, como Japonés, Chinés, Indiano
ou Europeu. Esse inseto apresenta diferengas morfoldgicas
e fisiologicas correlacionadas com a produgdo da seda em
fun¢ao de sua origem e, por isso, racas de procedéncias dife-
rentes vém sendo, utilizadas em cruzamentos, denominadas
matrizes, como fonte para sele¢do de caracteres favoraveis
a sericicultura (PORTO et al., 2004). No Brasil as ragas de
bicho-da-seda usadas como matrizes sdo geralmente de do-
minio exclusivo de empresas de fiagdo de seda que, através
de institutos de sementagem, realizam a manutengdo, melho-
ramento ¢ hibridagdo para a producdo de ovos, atendendo a
demanda anual de lagartas adaptadas as diferentes regides
produtoras.

Atualmente, sdo necessarios investimentos na pes-
quisa de processos que auxiliem o melhoramento genético
do bicho-da-seda, visando principalmente o aumento da pro-
dutividade e da qualidade da seda nacional. Dessa forma, ¢
necessario amplo conhecimento sobre as populagdes de B.
mori utilizadas no Brasil.

Informagdes moleculares que podem caracterizar a
ocorréncia de alteragdes mutacionais, conhecidas como po-
limorfismos de DNA, sdo ferramentas fundamentais para o
estudo desses insetos, ja que podem fornecer importantes in-
formagdes sobre processos evolutivos e diferenciagdo, intra
e interespecifica, de caracteristicas de interesse. Para utili-
zagdo destas informagodes, torna-se essencial a identificacdo
e interpretagdo de marcadores moleculares (VALLE, 1997;
LOXDALE; LUSHALI, 1998).

Cerca de 70% dos estudos com marcadores de DNA
fazem uso do DNA mitocondrial (DNAmt) como ferramenta
genética (ZHANG; HEWITT, 2003). Dentre as vantagens do
DNAmt como marcador molecular pode-se citar a sua trans-
missdo clonal, predominantemente das fémeas para a progé-
nie (AVISE, 1994); tamanho reduzido e simplicidade; redu-
zido niimero de mecanismos de variagao genética (MORITZ
et al., 1987; WOLSTENHOLME, 1992) ¢ maior ntimero de
copias (LOXDALE; LUSHAI, 1998; ROKAS et al., 2003)
em relagdo ao DNA nuclear.

A tnica grande regido ndo-codificadora do DNA-
mt ¢ denominada Regido Controle. Também chamada de D-
Loop em vertebrados, ¢ uma regido rica em A+T em inver-
tebrados, responsavel por fornecer importantes informagdes
evolutivas sobre inlimeros grupos de insetos (TAYLOR et al.,
1993; LEWIS et al., 1994; ZHANG; HEWITT, 1997; LES-
SINGER; AZEREDO-ESPIN, 2000). Por apresentar grande
variabilidade genética em insetos, essa regido tem sido fonte
de marcadores moleculares eficazes no estudo de genética
de populacdes e reconstrucdo filogenética (TAYLOR et al.,
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1993).

O DNAmt de alguns insetos ja foi completamen-
te seqilienciado, dentre eles o DNAmt de quatro ragas-ma-
trizes de Bombyx mori: (1) Xiafang (LU et al., 2001); (2)
Backokjam (LEE et al., 2002); (3) C108 (YUKUHIRO et al.,
2002); (4) Aojuku (ITOH et al., 2002). Tais seqiiéncias per-
mitiram determinar o tamanho médio do DNAmt de B. mori
em 15.650 pb.

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é
uma ferramenta muito utilizada para amplificar seletivamen-
te regides especificas da molécula de DNA (INNIS et al.,
1995; BROWN, 2003), representando uma ferramenta indis-
pensavel para experimentos com marcadores moleculares,
por disponibilizar grande quantidade de material genético.

O objetivo deste trabalho foi amplificar a regido
controle do DNA mitocondrial de quatro racas de Bombyx
mori, pela técnica de PCR, visando obter material em quanti-
dade e qualidade suficientes para futuros estudos de caracte-
rizagdo ¢ melhoramento genético.

Material e Métodos
Racas de Bombyx mori

Neste trabalho foram utilizadas quatro ragas de
B. mori, duas chinesas (C121A e C122B) ¢ duas japone-
sas (HAA e HAB), usadas como matrizes pela Cooperativa
Agroindustrial de Maringd — COCAMAR e cedida a Univer-
sidade Estadual de Maringd — UEM. O cruzamento de ragas
entre si originam as ragas puras, conforme Fernandez et al.
(2005).

Extracio de DNA total

Para cada raga (matriz) foram retirados trés pares
de glandulas sericigenas, de lagartas de quinto instar, para a
extracdo de DNA total. O protocolo utilizado para a obtengao
do DNA de glandulas sericigenas foi o descrito por Monesi et
al. (1998), com algumas modifica¢des. As glandulas sericige-
nas de lagartas no terceiro dia do quinto instar, previamente
armazenadas em isopropanol (-20 °C), foram centrifugadas
por aproximadamente 15 s a 14000 rpm, sendo o isopropanol
descartado ¢ as glandulas lavadas com solugdo salina (NaCl
0,7%). Em seguida, descartou-se a solucédo salina, acrescen-
tando-se 4 mL de tampdo de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0;
10 mM de NaCl,; 1,5% Sacarose; 1 mg/mL de proteinase
K) e incubou-se a 50 °C por 3 h. O lisado foi submetido a
extracdo com igual volume de fenol, sendo homogeneizado
e centrifugado por 10 min a 14000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, acrescentando-se 0 mesmo
volume de fenol (pH 8,0) e cloroformio, na proporgdo de 1:1,
repetindo-se o processo de centrifugagdo e transferéncia do
sobrenadante, acrescentando-se, na segunda vez, igual volu-
me de cloroformio.

Para a precipitagdo do DNA, mediu-se o volume do
ultimo sobrenadante, acrescentando-se 0,2 M de NaCl. Em
seguida, foram acrescentados 0,7% de isopropanol ao vo-
lume final. Esta soluc¢do foi imersa em nitrogénio liquido e
centrifugada a 14000 rpm, a 4 °C por 30 min. O precipitado
foi lavado com etanol 70%, seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em TE (10 mM TRIS-CI, 1 mM EDTA) pH
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8,0. Em seguida procedeu-se digestdo com RNAse (100 pg/
mL) a 37 °C por 30 min e extragdo com fenol/cloroféormio
e cloroformio, conforme descrito anteriormente. Repetiu-se
o processo de precipitacdo, ressuspendendo o DNA em 1,5
mL de TE pH 8,0 ¢ armazenando-o a -20 °C. A concentragdo
aproximada de DNA em cada amostra, bem como o grau de
pureza do DNA obtido, foi determinada por espectrofotome-
tria.

Amplificacio da regido controle mitocondrial

Foram desenvolvidos iniciadores especificos para a
amplifica¢@o da regido controle. Os iniciadores foram sense
5’-ATAACCGCAACTGCTGGCAC-3’ ¢ antisense 5°-GCT-
TTTGGGCTCATACCTC-3’, com base na seqiiéncia com-
pleta do DNA mitocondrial de B. mori (LEE, et al. 2002).
Utilizou-se, para ancoragem dos iniciadores, os genes 12S
rDNA e tRNA-Metionina, flanqueadores da regido controle.

A reagdo de amplificag@o foi realizada em volume
final de 25 pL, contendo 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,5
mM de iniciador sense, 0,5 mM de iniciador antisense, 1,5
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®) e 25 ng de DNA
molde. Os ciclos de amplificagdo foram executados em ter-
mociclador (Eppendorf®) segundo Lessinger; Azeredo-Espin
(2000), que correspondem a 30 s a 94 °C, 1 minuto a 58 °C
¢ 2 min a 60 °C, por um total de 30 ciclos, seguidos por um
ciclo final a 60 °C cuja elongacio foi estendida por 10 min.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,6%, corado com brometo de
etidio. Como marcador de tamanho molecular, utilizou-se o
padrdo 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen®).

Resultado e Discussao

A metodologia de amplificagdo empregada mostrou-
se adequada, produzindo quantidade e qualidade de DNA. Os
iniciadores desenvolvidos mostraram-se eficientes em pro-
duzir um amplicon referente a regido controle do DNAmt
das diferentes racas de B. mori analisadas. Por comparagio
com o padrdo de tamanho molecular 1Kb Plus DNA Ladder,
estimou-se o tamanho da regido amplificada em aproximada-
mente 750 pb (Figura 1).

Dados de sequenciamento do DNA mitocondrial de
racas de B. mori, encontrados na literatura, demonstram que o
tamanho da regido controle variou de 494 pb a 499 pb (LU et
al., 2001; ITOH et al., 2002; LEE et al., 2002; YUKUHIRO
etal., 2002; PAN et al., 2008), diferindo do fragmento ampli-
ficado neste estudo, cujo tamanho foi estimado em cerca de
750 pb (banda entre 650 pb e 850 pb) (Figura 1). Arunkumar
et al. (2006) amplificaram a regido controle de duas ragas
indianas de B. mori ¢ obtiveram um fragmento de 689 pb.
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Figura 1. Gel de agarose (1,6%) da regido amplificada do
DNA mitocondrial da glandula sericigena de lagartas das ra-
cas (matrizes) de Bombyx mori HAA, C122B, HAB e C122A.
A coluna sem indicagdo representa 0 DNA Ladder (1Kb Plus)
e a coluna “BRANCO” representa o controle negativo.

Sabe-se que o tamanho da regido controle de insetos
varia consideravelmente entre diferentes taxas e, algumas ve-
zes, dentro da mesma espécie. Diferencas de tamanho entre
taxas proximas ocorrem principalmente pela presencga de ele-
mentos repetitivos na regido controle mitocondrial, enquanto
pequenas insergdes/delecdes tém papel menor na variagao de
tamanho intraespecifica (ZHANG et al., 1997). Pela Figura 1
observa-se que ndo houve diferenga no tamanho do segmento
amplificado entre as ragas analisadas de B. mori, sugerindo
que a regido controle dessas racas ndo apresenta variagdes
extensas. Isto ¢ um indicativo de que as ragas utilizadas
como matrizes no Brasil t€m pouca variagdo de tamanho da
regido controle mitocondrial, apesar de apresentarem origens
geograficas distintas, o que dificulta sua distingdo apenas
pelo tamanho da regido controle. Segundo Arunkumar et al.
(2006) a amplificag@o da regido controle de racas indianas de
B. mori e de outras espécies da superfamilia Bombycidae ge-
rou polimorfismo de tamanho, quando comparada a diferen-
tes espécies e géneros. Contudo ndo se observou diferenca
entre racas da mesma espécie. Outros estudos com analises
moleculares, como seqiienciamento de DNA ou PCR-RFLP,
sdo necessarios para proporcionar mais informagdes sobre
o nivel de conservacdo da seqiiéncia nucleotidica da regido
controle do DNAmt de B. mori.

Diferengas de tamanho também podem ocorrer de-
vido a ancoragem diferencial dos iniciadores de amplificagdo
empregados nos genes 12S rDNA e tRNA-Metionina, flan-
queadores da regido controle, que foram parcialmente ampli-
ficados, juntamente com a regido controle.

As seqiiéncias desses genes podem ser removidas
do tamanho molecular total, ao empregar-se a técnica de
seqiienciamento do DNA, definindo com maior exatidao o
numero de pares de base na seqiiéncia da regido controle das
racas de B. mori analisadas.

Conclusio
A metodologia e os iniciadores adotados sdo

eficientes para amplificar em quantidade e qualidade a regido
controle do DNAmt de ragas de Bombyx mori.
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